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論   文   の   要   旨 
 
これまでに調査された 10,065 種の鳥類のうち、約 13.2％が絶滅危惧種に指定されているこ
とから、鳥類遺伝資源を体系的に保存するための手法を開発する必要性は高い。そこで本研
究は、ニワトリ初期胚生殖巣に存在する生殖巣生殖細胞(GGCs)を用いた鳥類遺伝資源の長期
保存および個体復元システムを構築することを目的とした。 
まず、ニワトリ 7日胚から生殖巣を取り出し、リン酸緩衝生理食塩水(PBS[-])に入れ 37.8℃
で 1 時間培養したところ、遊離される細胞の約 50％が GGCs であることが明らかになった。
この PBS[-]への GGCs の遊離に関与する要因を検討した結果、遊離される GGCs 数は、培養
液中 Ca2+イオン濃度の上昇に伴い減少し、Ca2+ 濃度が 0.9 mM に達した場合には GGCsの遊
離が認められなかった。一方、培養液中に Ca2+イオンが存在しない条件下において遊離され
る GGCs 数は、培養温度の上昇に伴い増加した。この初期胚生殖巣を PBS[-]で培養した場合
における GGCs の遊離現象は、ニワトリ 5 日および 9 日胚の生殖巣を培養した場合、さらに
は異なる胚発生段階にあるコウノトリ(Ciconia boyciana)およびホオアカトキ(Geronticus 
eremita)(いずれも絶滅危惧ⅠA 類)の生殖巣を培養した場合においても観察された。以上の結
果から、PBS[-]法は極めて汎用性の高い GGCsの分離方法であることが示された。 
次に GGCs を利用した鳥類遺伝資源の長期保存および個体復元システムを構築することを
目的に、ニワトリ 7 日胚由来の GGCs を凍結融解した後レシピエント胚に移植することによ
り生殖系列キメラを作製した。その結果誕生した雌生殖系列キメラに凍結・融解精子を人工
授精した結果、凍結融解 GGCs 由来の後代を得た。また、GGCs を移植することにより作製
された雄の生殖系列キメラから採取した精子を凍結・融解し、通常の雌に人工授精すること
により移植された GGCs に由来する後代を得た。さらに、雌雄の生殖系列キメラ同士を交配
させること、ならびに雄の生殖系列キメラから採取した精子を凍結・融解した後、雌の生殖
系列キメラに人工授精することによりドナーGGCs 由来の後代を得た。これらの結果から、
GGCs および精子の凍結保存技術および生殖系列キメラの作製技術を組み合わせることによ
り、ニワトリにおける長期保存および個体復元システムを構築できることが明らかになった。 
さらに、同性間および異性間で GGCs を移植することにより生殖系列キメラを作製した場
合、後代を得られる確率は GGCs を同性間で移植した場合に最も高かった。これに対し、雄
GGCs を雌胚に移植した場合には後代を得ることが可能であるが、雌 GGCs を雄胚に移植し
た場合には後代を得ることができなかった。このことから、GGCs を用いて生殖系列キメラ
を作製する場合においては性の組み合わせが重要であることが示された。 
最後に、PBS[-]法を用いて 5日胚、7日胚および 9日胚から回収された GGCs を 2日胚に移
植した結果、5 日胚から回収される GGCs の数は少ないが増殖性が高いのに対し、9日胚から
回収される GGCs の数は多いものの増殖性は低いことが示された。このことから、孵卵 5 日
から 9日目にかけて GGCs の性質に大きな変化が生じていることが示唆された。 
以上の結果から、PBS[-]法を用いて回収された生殖巣生殖細胞を用いることにより鳥類遺
伝資源の長期保存および個体復元が可能であることが示された。 
 
審   査   の   要   旨 
 
本研究は、ニワトリ初期胚生殖巣に存在する生殖巣生殖細胞(GGCs)を用いた鳥類遺伝資源
の長期保存および個体復元システムを構築することを目的とし、まず GGCs の新規分離法で
ある PBS[-]法に関する検討を行い、次に凍結・融解 GGCs を移植する事により生殖系列キメ
ラを作製出来ること明らかにした。さらに、生殖系列キメラの作製効率は性の組み合わせに
よる影響を受けること、ならびに孵卵 5 日から 9 日目にかけて GGCs の性質に大きな変化が
生じていることを明らかにした。以上の通り、本研究は鳥類遺伝資源の長期保存および個体
復元に大きく貢献するものであり、その成果の学術的な意義は大きいと判断される。 
平成 26 年 1 月 22 日、学位論文審査委員会において、審査委員全員出席のもとに論文の審
査及び最終試験を行い、本論文について著者に説明を求め、関連事項について質疑応答を行
った。その結果、審査委員全員によって合格と判定された。 
よって、著者は博士（農学）の学位を受けるのに十分な資格を有するものとして認める。 
